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Relatdrio Descritivo da Patente de Inveng¢éo para "PROCESSO
PARA MODIFICAGAO DE UM SUBSTRATO".

As reacgles enzimaticas sdo usadas de forma crescente para o
processamento de materiais em uma escala industrial. Uma etapa comer-
cial importante foi o desenvolvimento de enzimas imobilizadas, isto &, en-
zimas que estejam fisicamente anexadas a um suporte sdlido tanto atraves
de absorgao ou por ligagdes quimicas - para facilitar a separag¢ao da enzi-
ma a partir da solugdo de reagdo. A imobilizagdo também permite ¢ uso
multiplo ou repetitivo das enzimas e quase sempre aumenta a estabilidade
das enzimas.

Warios tipos de reatores s&o usados em conjunto com as enzi-
mas imobilizadas: reatores de leito carregado {também referidos como reato-
res de leito fixo), reatores de leito fluidificado, reatores de batelada agitada,
reatores de tanque continuamente agitado, e reatores de membrana. Na
producio em grande escala, os reatores de leito carregado sao comumente
usados para aplicagdes especificas. Em tais reatores, a enzima imobilizada
& embalada em uma coluna ou um leito planc enquanto correntes de subs-
trato e de produto s&o bombeadas para dentro e para fora do reator, respec-
tivamente. As vantagens principais deste tipo de reator sdo a adaptacio facil
a grandes escalas, alta eficiéncia, baixos custos, facilidade de operagéo e
também uma area de superficie aumentada por unidade de volume quando
comparado a reatores de sistemas de membrana {conforme W.M. Willis e
A G. Marangoni, Enzymatic Interesterification, em: Food Lipids - Chemistry,
Nutrition, e Biotechnology, editado por CC. Akch and D.B. Min, paginas 839
a 875).

Um tipo de reacio na qual o uso de enzimas como catalisadores
se tornou crescentemente importante, em anos recentes na industria de &-
leos e de gorduras é a interesterificagdo. A interesterificagao é a troca de
grupos de acila entre um éster e um acido {aciddlise), um éster e um alcool
(alcoolise) ou entre dois esteres (trans esterificag@o). As enzimas capazes
de reacoes de interesterificacao s@o as lipases tais como as hidrolases do

ester de glicerol (EC 3.1.1.3). Essas enzimas sao obtidas predominantemen-
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te a partir de origens bacteriana, de levedura e de fungos. Esses micro-orga-
nismos secretam a lipase em seu ambiente para a digestdo de materiais de
lipidio para a subsequente absorgdo. Em um ambiente aquoso a lipase cata-
lisa a hidrolise de trigliceridios para a produgao de diagliceridios, monoacil-
gliceridios, glicerol e acidos graxos livres. No entanto, sob condigbes de limi-
tacdo de agua, também pode ser conseguida a reag&o reversa, a sintese de
ésteres. Por esse motivo, a diregdo da reagao pode ser manipulada através
de regular a atividade da agua. Em concentragdes de agua muito baixas
predomina a sintese de ésteres, acima de um conteudo de agua de mais do
que uns poucos porcentuais a hidrolise € a reagdo que prevalece, e entre
elas, usualmente em um conteudo de agua de menos do que 1% (p/v) a
trans-esterificagdo é mais eficaz.

Owusu-Ansar descreveu em 1994 o uso de lipases imobilizadas
em um reator de tanque agitado para a produgido em grande escala de equi-
valentes de manteiga de cacau atraves da interesterificagdo catalisada pela
lipase (em: B.S. Carmail and Y. Kakuda (eds.) Technological Advances in
Improved and Alternative Sources of Lipids, paginas 360 a 389).

Um processo de esterificagdo em leito carregado foi descrito no
WO 83/03844 no qual triacilgliceridios sao dissolvidos em um solvente polar
organico. A lipase foi imobilizada através de precipitagdo sobre particulas de
kieselguhr, hidroxiapatita ou alumina.

O WO 97/01632 esta direcionado a outro processo para a imobi-
lizagdo de uma enzima, especificamente, uma lipase ou uma fosfolipase,
para o processamento de 6leos de trigliceridios.

A Unilever descreve também um processo em duas etapas para
a producdo de equivalentes da manteiga de cacau e Betapol com a utiliza-
¢ao de colunas de leito carregado ((P. Quinlan & S. Moore, Inform 4, 580-
585 (1993); A. Rozendaal & A.R. Macrae, in: F.D. Gansdone & F.B. Padlee
(eds.) Lipid Technologies and Applications, 1997, paginas 223 a 263).

X. Xu descreve outros processos com lipases imobilizadas, entre
0s mesmos um reator de leito empacotado com uma capacidade de 10 kg
por dia (em U.T. Bornscheuer, Enzymes in Lipid Modiciation, 2000, paginas
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190 a 215).

Os reatores de leito carregado existentes sofrem de um proble-
ma de uma diminuigdo na taxa de conversdo com o correr do tempo. Embo-
ra algumas enzimas tais como as lipases sdo bastante estaveis, a eficacia
dos mesmos cai com o passar do tempo, o que resulta em taxas de reagao
mais baixas e qualidade de produto ndo uniforme. Esse abaixamento da
qualidade pode ser contra-atacado através da diminuigdo da velocidade de
fluxo aumentando PE meio disso o tempo de permanéncia dos reagentes no
reator. Uma tal redugdo na velocidade de fluxo, no entanto, leva a uma taxa
de produgdo nao uniforme e embora ela possa reduzir as flutuagées na qua-
lidade do produto, ela ndo pode impedir as mesmas completamente. Alem
do mais, esse processo quase sempre usa uma quantidade de reatores se-
parados em série o que requer um controle de fluxo complexo com a finali-
dade de operar e manter o sistema. A presente invencgao resolve esse e ou-
tros problemas relacionados através da utilizagado de um novo tipo de pro-
cesso de coluna de leito carregado para a modificagdo enzimatica de um
substrato.

Sumario da Invencao

A presente invengao refere-se a um processo para a modifica-
g¢ao de um substrato que compreende a passagem do substrato através de
uma coluna de leito carregado de um volume especifico de enzima imobili-
zada com um fluxo de substrato em uma diregao e uma troca periddica da
enzima imobilizada na diregao oposta. O substrato entra na coluna no, ou
préximo a uma das suas extremidades finais (a "extremidade de entrada") e
o substrato modificado é descarregado no ou préximo a outra extremidade (a
"extremidade de saida"). Uma parte do volume da enzima imobilizada é pe-
riodicamente removida a partir da extremidade de entrada da coluna, en-
quanto uma porgao equivalente de enzima imobilizada é periodicamente adi-
cionada na extremidade de saida, criando por meio disso um fluxo de enzi-
ma imobilizada na dire¢do oposta do fluxo do substrato.

Sempre que, neste pedido de patente, é feita referéncia a "pro-

ximo a extremidade de entrada” ou "proximo a extremidade de saida”, o ter-
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mo "proximo" é destinado a implicar que material (como por exemplo, subs-
trato, substrato modificado, enzima imobilizada) é carregado ou & descarre-
gado a partir do reator (através de uma aberturam valvula ou similar) dentro
de uma distancia razoavel a partir da referida extremidade, como determina-
do por uma pessoa versada na técnica. Essa pode ser, por exemplo, de 1 a
5% ou 10% do comprimento de uma coluna medido a partir da extremidade
real da coluna referida. Ainda mais, expressoes tais como "na extremidade”
deve ser entendida como incluindo "na ou préximo a extremidade" quando
usada com referéncia a coluna, a nao ser que especificada de outra forma.

Descricdo Detalhada da Invencao

A partir daqui, neste pedido de patente, os termos "substrato" e
"solugdo de substrato” sdo usados como sindnimos para a descrigdo de um
composto liquido ou uma mistura de compostos ou uma solugéo liquida de
um composto ou de uma mistura de compostos, que estdo destinados a rea-
gir na presenga da enzima imobilizada. Por meio disso, é produzido um
composto liquido ou uma mistura de compostos, que é referida como "produ-
to" ou "substrato modificado" sinonimamente.

A invengao se refere a um processo para a modificagdo enzima-
tica de um substrato através da passagem do substrato através de uma co-
luna de leito carregado de enzima imobilizada. O substrato entra na coluna
de leito carregado na ou proximo a uma extremidade da coluna (a partir da-
qui, neste pedido de patente referida como a "extremidade de entrada”) e
passa através da coluna na diregdo da outra extremidade (a partir daqui,
neste pedido de patente referida como a "extremidade de saida"), onde o
substrato sai da coluna.

De preferéncia, a coluna € uma coluna vertical com a sua extre-
midade de entrada no fundo e a sua extremidade de saida no topo da colu-
na. Nessa modalidade, o substrato ira entrar no leito primeiro ou préximo a
sua parte mais baixa e sair da coluna, ou préximo da sua parte mais alta.

Vantajosamente, as correntes do substrato e do substrato modi-
ficado podem ser essencialmente continuas. Isso significa que, enquanto as

correntes do substrato e do substrato modificado possam ser paradas para
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permitir a mudanga periédica de uma parte do volume de enzima imobiliza-
da, ndo é necessario um tempo de parada prolongado. Isso diferencia o pre-
sente processo dos métodos existentes por meio dos quais periodos prolon-
gados de parada sdo necessarios entre outras coisas para a troca do volume
total da enzima imobilizada. I1sso ndo somente reduz os custos em si, porém
também podem evitar as flutuagoes de custos.

De acordo com a presente invengdo, somente uma parte defini-
da da enzima imobilizada é periodicamente removida da coluna. Isso pode
ser conseguido, a titulo de ilustragdo somente, com o processo que se se-
gue. O fluxo continuo de substrato € parado. uma valvula de descarga na
extremidade de entrada da coluna é aberta € uma parte definida da suspen-
sa0 que contém o material de enzima imobilizada a partir da extremidade do
fundo da coluna é liberada. Depois que uma quantidade definida desta sus-
pensao € descarregada, a valvula de descarga é fechada e uma valvula de
alimentagao é aberta, permitindo, dessa forma, a entrada de uma suspenséo
fresca do material de enzima imobilizado para o interior da coluna a partir do
recipiente de suprimento.

A suspensao de enzima imobilizada pode ser formada através
da adigdo de uma quantidade definida do substrato modificado para o interi-
or do recipiente de suprimento. Se necessario, para aumentar a misturagéo
e para melhorar o umidecimento dos poros da enzima imobilizada, o recipi-
ente pode estar equipado com um dispositivo de agitagao e/ou pode ser ope-
rado sob vacuo. Quando uma carga fresca de enzima esta para ser adicio-
nada ao reator, o recipiente de suprimento pode ser desaerado e a suspen-
sd0, ou uma parte da mesma, esvaziada para o interior da coluna. A valvula
de alimentagdo e em seguida fechada permitindo que a suspenséo fresca se
assente na extremidade do leito carregado. Finalmente, as valvulas que re-
gulam as correntes do substrato e do produto séo reabertas.

O reator pode ser operado sob vacuo. No entanto, e de prefe-
réncia, ele sera operado sob uma pressao determinada ("pressao de proje-
to"). A pressdo de projeto deve ser escolhida para permitir uma queda ma-

xima da pressao sobre todo o comprimento da coluna. A queda da pressao
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ira depender das caracteristicas das particulas da enzima imobilizada (como
por exemplo, a distribuicdo do tamanho de particula), a velocidade do fluxo
do substrato e a altura do leito. Somente a titulo de exemplo, uma pressao
de projeto adequada em um leito de enzima relativamente alto € com uma
velocidade de fluxo de substrato relativamente alta pode ser de cerca de 1
MPa (10 Bar). Com uma altura de leito mais baixa e uma velocidade de fluxo
mais lenta, aquele valor pode ser mais aproximado de 0,6 MPa (6 Bar). A
pressdo de projeto apropriada para qualquer determinado reator podera ser
determinada com facilidade por uma pessoa versada na técnica.

Para assegurar que a pressao de projeto nao seja excedida pela
pressao de alimentagéo, as bombas de alimentagcdo nao devem ter uma ca-
pacidade acima da pressao de projeto. Além disso, as estradas do reator
devem ser equipadas com valvulas de nao-retorno, valvulas de fechamento
€ abertura e dispositivos de controle da taxa de fluxo.

De forma ideal, a descarga da enzima gasta e a adi¢cao da enzi-
ma fresca irao ocorrer ao mesmo tempo ou substanciaimente ao mesmo
tempo. Por isso, é significado que a descarga e a adigdo devem der execu-
tadas durante o mesmo tempo de parada, Também ¢é de preferéncia que
substancialmente a mesma quantidade de material de enzima seja descar-
regado como a que € adicionada, assegurando dessa forma que o reator
mantenha as suas caracteristicas de leito carregado. Pode ocorrer uma ex-
cegao a ambas essas regras, por exemplo, depois da partida inicial do reator
devido a uma determinada quantidade de compacta¢ao na coluna. Pode por
certo ser necessario nessa situagao, a adigao de um pouco mais de suspen-
sdo do que for descarregada ou mesmo a adicdo de suspensao sem qual-
quer descarga.

Através da repeticao dessa troca de uma parte do material do
leito, &€ assegurado um fluxo gradual da enzima imobilizada a partir do topo
para o fundo da coluna. Por consequéncia, a solugao de substrato ira primei-
ro entrar em contato com a maioria do matéria de enzima ja exaurido e no
final com a enzima mais fresca.

De forma vantajosa, a mudanga periodica de uma parte da en-
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zima imobilizada pode ser grandemente automatizada, limitando dessa for-
ma o envolvimento do operador, reduzindo os custos associados e restrin-
gindo a probabilidade de quaisquer maus funcionamentos.

Este sistema pode ser comparado com multiplos reatores pe-
quenos basicos separados em série. Em comparagdo a essa série, a com-
plexidade da presente invengdo é grandemente reduzida, especificamente a
quantidade de valvulas de entrada e de saida. Além do mais, a solugéo pro-
cessada nio tera que ser transportada entre os muitiplos reatores. Isso é
especificamente importante quando a solugdo do substrato e/ou do produto
tem que ser mantida em uma temperatura determinada ou quando elas tém
uma alta viscosidade. Além disso, um sistema de pequenos reatores requer
que um ou mais dos reatores esteja periodicamente fora de servigo enquan-
to a enzima gasta é removida e a enzima fresca é adicionada. Essa ¢ uma
operacdo manual intensa e durante esse tempo a eficiéncia de todo o siste-
ma €& grandemente reduzida. Por consequéncia, os custos totais de capital e
de operagao com relagéo a esse sistema nao sao os ideais. O que € mais, o
sistema da presente invengdo ira permitir uma gradagao quase infinita da
atividade da enzima a partir da enzima fresca para a enzima gasta. Isso ndo
pode ser conseguido mesmo com um grande nimero de reatores separa-
dos.

O processo da invencao permite uma taxa de fluxo continua na
medida em que, basicamente todo o substrato encontra a mesma quantida-
de de atividade da enzima durante a passagem do mesmo através do reator.
Na medida em que a atividade da enzima imobilizada varia com a idade e
com 0 uso, o contato uniforme do substrato com a enzima nas diversas eta-
pas de atividade €& decisivo para assegurar uma qualidade de produto mais
constante. Por esse motivo, pode ser aplicada uma taxa de fluxo constante.

A frequéncia com a qual o material de enzima é substituido ira
depender, entre outras coisas, da redugao da taxa de atividade da enzima
com o passar do tempo e do tempo de permanéncia desejado da solugéo de
substrato no leito carregado de enzima. O volume do material de enzima

trocado e a duragao dos intervalos entre essas trocas podem ser adaptados
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com facilidade as necessidades do processo e/ou do substrato. Além disso,
ira existir uma relagéo entre a frequéncia com a qual a enzima é refrescada
e o volume de enzima que é refrescado. Com todas as outras variaveis do
processo permanecendo constantes, uma pequena quantidade de enzima
pode ser refrescada com frequéncia ou uma grande quantidade de enzima
ser refrescada com menos frequéncia. De preferéncia, uma porcentagem
fixa de todo o volume da coluna sera refrescada em uma base diaria. De
modo ideal, a percentagem sera de menos do que 35% do volume total da
enzima imobilizada. De preferéncia, ela sera de menos do que 25%, de mais
preferéncia de menos do que 10%, ainda de mais preferéncia de menos do
que 5%. De acordo com uma modalidade possivel, entre cerca de 0,3% e
cerca de 3% do volume total da enzima imobilizada sera refrescada em uma
base diaria.

Depois de passar através da coluna de leito carregado de enzi-
ma imobilizada, deve ser alcangada uma conversao suficiente do substrato.
No topo da coluna, a saida do produto pode ser facilitada através de peque-
nas telas de filtro de conformagéo cilindrica. Essas telas regulam o fluxo de
saida do produto enquanto o material de enzima imobilizado é mantido no
interior do reator. Existem dois tipos de telas: telas de saida para o ar e te-
las-padrdo. Embora as telas padronizadas sejam usadas para o fluxo princi-
pal do produto, as telas de saida para o ar ficam mais altas na coluna e faci-
litam o fluxo de ar ou de gas durante a drenagem e o reenchimento.

As bombas que regulam a entrada e a saida das suspensodes do
material de enzima devem ser projetadas de tal forma que elas nao rompam
a enzima imobilizada criando finos adicionais. Isso ira auxiliar um fluxo uni-
forme e impedir que os finos passem através dos dispositivos de filtragem
subsequentes.

A enzima descarregada sera uma suspensdo de enzima imobili-
zada usada (ou "gasta") e uma solugao do substrato. Essa suspenséo pode
ser separada e a solugdo do substrato pode ser reintroduzida para o interior
do tanque que proporciona a entrada do substrato para a coluna de reag3o.

A enzima usada pode ser descartada. No entanto, e de preferéncia, ela sera
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processada para uso posterior.

A enzima removida a partir da coluna pode por certo ser subme-
tida a reciclagem. Por exemplo, em alguns casos a enzima removida a partir
da coluna ainda tem alguma atividade residual, que pode ser acessada se o
material imobilizado for quebrado em particulas menores, revelando por
meio disso sitios ativos da enzima que ndo estavam anteriormente totalmen-
te ou quase restritamente acessiveis ao substrato (isso € conhecido como
"reativagao”). De forma alternativa, a enzima pode ser regenerada e reutili-
zada. Desse modo, em uma modalidade de preferéncia do processo de a-
cordo com a invengao, o material de enzima descarregado a partir da coluna
€ regenerado ou reativado e reutilizado, por exemplo, para o pré-tratamento
do substrato antes da entrada do mesmo na coluna ou sendo adicionada ao
tanque que supre a entrada de enzima imobilizada. Ela também pode ser
reutilizada em outros sistemas como modificagdo por batelada.

O processo da presente invengdo pode ser operado em uma
Unica coluna ou através da passagem através de duas ou mais colunas de
enzima imobilizada dispostas em paralelo. A expressao "enzima imobilizada"
toma o seu significado normal na técnica, isto €, aquele de uma enzima que
esta fisicamente fixada a um suporte sélido. Os suportes de preferéncia in-
cluem os suportes de silica e de resina. A enzima imobilizada pode estar
presente na forma de granulos, particulas aglomeradas ou qualquer outra
forma considerada adequada por uma pessoa versada na técnica.

A escolha da enzima ira depender, por certo, do tipo de reagdo a
ser executada, isto é, da natureza do substrato e da sua modificagao dese-
jada. Ela pode ser qualquer oxirredutase, trasnferase, hidrolase, lisase, iso-
merase ou ligase disponivel na técnica. A titulo de ilustragdo, as hidrolases
adequadas podem incluir as hidrolases de éster carboxilico (EC-3.3.3) tais
como esterases de carboxila, lipases de triglicerol, fosfolipase A2, esterases
de esterol, lipases de acilglicerol, fosfolipase A1, e hidrolases de éster de
cera; € hidrolases de diéster fosforicos (EC-3.1.4), tais como a fosfolipase C
e a fosfolipase D. Essas enzimas podem ser usadas, por exemplo, para ca-

talisar a hidrolise, alcodlise ou a conversao reversa correspondente (con-
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densacgdo). Outras enzimas adequadas serdo do conhecimento da pessoa
versada na técnica, dependendo da modificagdo especifica a ser executada.

O substrato sera qualquer material ou substancia capaz de ser
atuado através de uma enzima. Ele pode incluir, por exemplo, um ou mais
lipidios, uma ou mais proteinas, um ou mais carboidratos ou uma mistura
dos mesmos. O Termo "lipidio" na forma usada aqui, neste pedido de paten-
te, se refere ndo somente aos dleos em bruto ou processados e as fragdes
dos mesmos, porém também aos triagliceridios, diagliceridios, monoacilgli-
ceridios, fosfolipidios, acidos graxos livres, ésteres de acidos graxos e as
misturas dos mesmos. O Termo "proteina” pode se referir, entre outras, a
ambos 0s polipeptidios complexos e simples, estejam eles no estado de do-
brados ou desnaturados, a sequéncias curtas de peptidios e amino acidos
isolados. O termo "carboidrato” se refere, por exemplo, a unidades isoladas
de monossacaridios, dissacaridios, oligossacaridios e polissacaridios tais
como amido, celulose e assim por diante. O substrato pode estar misturado
com outros reagentes (tais como um alcool ou dgua), ou com um solvente se
necessario. Se desejado, o substrato pode ser refinado antes de ser introdu-
zido na coluna. O refino se refere a remogao das impurezas tais como os
residuos e produtos secundarios e ira contribuir para prolongar a duragao
das enzimas imobilizadas.

Como declarado acima, o processo da presente invengao pode
ser usado para a execugao de qualquer tipo de reagao enzimatica. Nao obs-
tante, uma quantidade de modalidades possiveis ira ser descrita a seguir em
maior detalhe a titulo de ilustra¢éo. Essas modalidades ndo devem ser inter-
pretadas de qualquer modo como limitando o &mbito da invengdo. Ao contra-
rio, as suas informacgdes devem ser entendidas, quando apropriado, para a
aplicagao da invengao como um todo.

Interesterificacao.

Esta modalidade diz respeito a interesterificagdo de dleos. A in-
teresterificagdo muda o perfil de acil-glicerol do dleo ou da mistura de oleos
por meio da modificagao das propriedades fisicas do mesmo.

De acordo com esta modalidade, a enzima de escolha é uma
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lipase. Ela ira ser imobilizada de forma ideal sobre um suporte de silica. Uma
enzima imobilizada adequada ¢ a lipase Lypozyme TL IM da Novozymes.

O substrato que pode ser usado em um estado refinado ou n&o
refinado dependendo das exigéncias, ira compreender tipicamente um glice-
ridio de acila tal como um triacilgliceridio, um diacilgliceridio, um monoacilgli-
ceridio ou uma mistura de dois ou mais dos mesmos. Ele pode ser derivado
a partir de uma origem vegetal, animal, peixe, algas ou células simples. De
preferéncia, ele sera derivado a partir de uma origem vegetal. Os substratos
adequados, por esse motivo, irdo incluir, porém nao estdo limitados a, 6leo
de babagu, 6leo de palma, éleo de coco, éleo de oliva, 6leo se sementes de
colza, 6leo de canola, 6leo se sementes de linho, 6leo de amendoim, éleo de
soja, 6leo de sementes de algodao, 6leo de sementes de girassol, dleo de
sementes de abdbora, 6leo de miltho, 6leo de mamona e misturas de dois ou
mais dos mesmos. O substrato pode incluir 6leos totais e/ou fragées de 6leo
tais como as estearinas ou oleinas.

De acordo com uma modalidade, o substrato sera composto por
estearina de palma, 6leo de coco, 6leo de babagu, ou uma mistura de dois
ou mais dos mesmos. De preferéncia o substrato irA compreender uma mis-
tura de estearina de palma mais 6leo de coco ou uma mistura de estearina
de palma mais 6leo de babagu. Ainda de mais preferéncia, a mistura ira in-
cluir de 50 a 80% em peso de estearina de palma e de 50 a 20% em peso de
oleo de coco e/ou 6leo de babagu, com base no peso total do substrato. De
modo ideal, a mistura ira incluir de 65 a 75% em peso de estearina de palma
e de 35 a 25% em peso de 6leo de coco ou de 60 a 70% em peso de estea-
rina de palma e de 40 a 30% em peso de 6leo de babagu. De acordo com
uma modalidade de maior preferéncia, o substrato da presente invengao ira
consistir nessa mistura.

O substrato sera bombeado através da uma ou mais colunas em
paralelo cheias com a enzima imobilizada. O substrato e o material de enzi-
ma imobilizada irdo fluir em dire¢des opostas com a entrada do 6leo na ou
proximo ao fundo da coluna e o material de enzima fresca sendo adicionado

no ou préximo ao topo da coluna. Periodicamente, uma parte da enzima i-
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mobilizada Sera trocada com material de enzima fresca. Por esse motivo, a
enzima na coluna devera ter um perfil de qualidade quase constante. A en-
zima imobilizada no topo da coluna serd em sua maioria fresca com aproxi-
madamente atividade total e a enzima imobilizada préxima do fundo da colu-
na estara aproximadamente exaurida de atividade. Por consequéncia, have-
ra uma gradacgéao de atividade ao longo do comprimento da coluna.

A reacao de interesterificagao seve ser executada em uma tem-
peratura definida. Esta temperatura sera escolhida com uma quantidade de
fatores em consideragao:

- como a maioria dos oleos e gorduras inter esterificadas produ-
zidas de acordo com este processo serao destinadas para produtos nutricio-
nais, o processo sera de preferéncia isento de solventes organicos. Como
tal, o processo deve ser executado em uma temperatura que garanta de os
oleos ou as gorduras permanegam em um estado liquido;

- a temperatura deve ser alta o bastante para permitir uma alta
taxa de reagao que, por sua vez, ira permitir tempos de permanéncia mais
curtos;

- a temperatura deve ser baixa o bastante para nao afetar a es-
tabilidade e a atividade da enzima. As lipases microbianas sdo um tanto es-
taveis a temperatura e a imobilizagao foi considerada como aumentando a-
inda mais a estabilidade dessas enzimas de tal modo que as temperaturas
para muitas das lipases varia a partir de 30°C até 62°C ((W.M. Willis and
A.G. Marangoni, em Enzymatic Interesterification, Food Lipids - Chemistry,
Nutrition, and Biotechnology, editado por CC. Akoh and D.B. Min). Algumas
lipases permitem ainda temperaturas de 60°C até 75°C (WO 97/01632). O
desenvolvimento futuro das enzimas podera incluir ainda variedades mais
resistentes a temperatura, como por exemplo, resistentes a 80°C, 90°C,
100°C ou acima. Nessas temperaturas, a maioria dos triacilgliceridios, mes-
mo os totaimente saturados, irao estar em um estado liquido.

Levando esses fatores em conta, a pessoa versada na técnica
sera capaz de determinar a temperatura ideal para a reacao.

A titulo de exemplo, a interesterificagdo da estearina de palma
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com éleo de coco pela Lypozyme TL IM (Novozymes) sera executada, de
preferéncia, a cerca de 70°C.

Depois do aquecimento dos 6leos para a temperatura desejada
e mistura, se necessaria, eles sao direcionados para a valvula de entrada ou
para proximo da extremidade de entrada do reator. O reator sera de prefe-
réncia projetado para operar sob vacuo e até uma pressdo adequada.

A enzima imobilizada fresca é suprida no topo da coluna em in-
tervalos regulares. Uma quantidade definida de produto de dleo interesterifi-
cado pode ser bombeada para dentro do recipiente de suprimento e mistu-
rada com a enzima imobilizada para a produ¢do de uma suspenséo de fluxo
livre. Para aumentar a misturagdo e melhorar a umidificagdo dos poros da
enzima imobilizada, pode ser aplicado um vacuo para impedir a oxidagao do
Oleo.

Quando uma carga fresca de enzima for para ser adicionada a
coluna, o recipiente de suprimento é des-aerado, se aplicavel, e a suspen-
sao ou uma parte da mesma € esvaziada para dentro do reator. Se necessa-
rio, o recipiente e as tubula¢des podem ser descarregados com um determi-
nado volume do produto de 6leo para assegurar o esvaziamento completo
do recipiente. De preferéncia, o recipiente de suprimento estara situado aci-
ma do reator para facilitar o carregamento da enzima.

O processo desta modalidade sera de preferéncia essencialmen-
te continuo. A Unica parada sera os poucos momentos que duram para a
troca de uma parte da enzima a partir da coluna. Essa parada € somente
uma fragdo muito pequena do tempo total de operagao do processo.
Alcodlise

A nédo ser que declarado de outra forma, os detalhes desta mo-
dalidade sdo os mesmos como os da reagdo de interesterificagdo descritos
acima.

O substrato sera uma mistura adequadamente agitada de um ou
mais 6leos € um ou mais alcoois. Os alcodis adequados incluem porem nao
estado limitados a metanol, etanol, glicerol, monopropileno glicol, etileno gli-

col, butano diol, eritritol, pentaeritritol, sorbitol, esterdis, estandis, tocoferdis,



10

15

20

25

30

14

polifendis, ésteres de tais alcodis e as misturas de dois ou mais dos mes-
mos. A enzima imobilizada sera de preferéncia a lipase.

A reacgao sera executada de preferéncia a 50 a 70°C. Depois de
serem recolhidos na saida do reator, os produtos (ésteres de acidos graxos
e glicerol) podem ser isolados. O isolamento pode ser executado através de
resfriamento para uma temperatura na qual a separacdo de fases ocorra
seguida pelo isolamento da fase de éster do acido graxo e uma etapa de
secagem. O alcool pode ser recuperado através de evaporagao diretamente
a partir da mistura ou depois do isolamento dos ésteres do acido graxo.
Glicerolise

A glicerdlise € um tipo especifico de alcodlise, como descrita a-
cima. O substrato € uma mistura de um ou mais 6leos e glicerol. A enzima é
uma lipase imobilizada sobre um veiculo que seja inerte contra o glicerol.

O substrato é preparado através da mistura ou da dissolugéo do
glicerol dentro do 6leo ou dos 6leos na temperatura de reagao ou ligeiramen-
te acima. A quantidade de glicerol misturado com o 6leo pode ser aumenta-
da através da adigdo de um emulsificante. Dependendo da proporgao de
glicerol-6leo, a enzima mais proxima a extremidade de entrada do reator ira
atuar tanto como um purificador do substrato como para ajustar a concentra-
¢ao de equilibrio do glicerol no substrato.

A reacao sera executada de preferéncia a 50 a 70°C. O produto
recuperado depois da maodificagao ird depender da proporgao de glicerol pa-
ra o 6leo no substrato.

Hidrdlise

Nesta modalidade - que se segue a modalidade de interesterifi-
cagao descrita acima, a ndo ser que indicado ao contrario - o0 substrato &
uma lecitina ou uma solugdo de lecitina que possa ser bombeada. Uma so-
lugdo de lecitina pode ser obtida através da mistura de lecitina com um sol-
vente tal como hexano e agua.

A enzima sera uma lipase ou uma fosfolipase. Dependendo da
enzima, podem ser obtidos produtos diferentes. Desse modo, se for usada

uma lipase, o produto serd uma mistura de fosfolipidios € mono- e/ou di-
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gliceridios. Com a utilizagdo de uma fosfolipase A ou B, em uma temperatura
de reacéo de preferéncia de 20 a 70°C, ira levar a produgéao de lisofosfolipi-
dios. Com a utilizagao da fosfolipase C, em uma temperatura de reagéo de
preferéncia de 20 a 50°C, ira levar a produgéo de di- e/ou trigliceridios. Com
a utilizagdo da fosfolipase D, em uma temperatura de reagdo de preferéncia
de 20 a 70°C, ira levar a produgao de acido fosfatidico. Se necessario, pode
ser usada uma mistura de enzimas diferentes para ser obtido o produto de-
sejado.

Depois da conversédo as misturas de produtos podem ser usadas
como estdo ou depois de processos de purificagao adicionais (como por e-
xemplo, lavagem, secagem, evaporagao, fracionamento, etc.).
Isomerizacéo

Outra reagao possivel que pode ser executada de acordo com o
processo da presente invengao é a isomerizagdo. Um exemplo tipico de i-
somerizagdo € a conversao da glicose para frutose. Desse modo, de acordo
com uma modalidade, o substrato sera de preferéncia a glicose (ou um xa-
rope de glicose) e a enzima imobilizada sera de preferéncia uma isomerase
de glicose (EC 5.3.1.5). A reagdo deve ser executada idealmente entre 55 a
75°C. O produto sera um xarope que contém ambas a glicose e a frutose. Se
desejado, o conteudo de frutose pode ser ainda aumentado através de puri-

ficagcao ou pela divisdo da glicose e da frutose em produtos separados.
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REIVINDICAGOES

1. Processo para a modificagdo de um substrato, caracterizado
pelo fato de que compreende a passagem do substrato através de uma co-
luna de leitc carregado de um volume especifico de enzima imobilizada, em
que:

(@} o substrato entra na coluna na, ou préxime a uma extremida-
de da coluna (a "extremidade de entrada") e o substrato modificado sai na
ou proximo a extremidade oposta da coluna (a "extremidade de saida"),

(b} uma parte do volume da enzima imohilizada e periodicamen-
te removida na ou proximo a extremidade de entrada da coluna, e

{c) uma parte da enzima imobilizada & periodicamente adiciona-
da na ou préximo a extremidade de saida da coluna.

2. Procasso de acordo com a reivindicacio 1, caracterizado pelo
fato de que a coluna é substancialmente vertical com a sua extremidade de
entrada, ou proxima do fundo da coluna e a sua extremidade de saida, ou
proxima do topo da coluna.

3. Processo de acordo com a reivindicagao 1 ou a reivindicagdo
2, caracterizado pelo fato de que o processo € essencialmente um processo
continuo.

4. Processo de acordo com as reivindicactes 1 a 3, caracteriza-
do pelo fato de que a parte da enzima imobilizada que é removida a partir da
coluna & de menos do que 35% do volume total.

5. Processo de acordo com as reivindicagtes 1 a 4, caracteriza-
do pelo fato de que a parte da enzima imobilizada que & removida a partir da
coluna € substancialmente equivalente em volume a parte da enzima imobi-
lizada que & adicionada.

6. Processo de acordo com as reivindicacfes 1 a 5, caracteriza-
do pelo fato de que as etapas de remogao da enzima imobilizada a partir da
e a adi¢do da enzima imobilizada para a coluna ocorre substancialmente de
modo concorrente.

7. Processo de acordo com as reivindicagtes 1 a 6, caracteriza-

do pelo fato de que a parte removida da enzima imobilizada é usada para ©
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pré-tratamento do substrato antes que ele entre na coluna.

8. Processo de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pelo
fato de que a parte removida da enzima imobilizada é regenerada ou reati-
vada antes de ser usada para o pré-tratamento do substrato.

9. Processo de acordo com as reivindicagbes 1 a 8, caracteriza-
do pelo fato de que a modificagdo é uma condensacgao ou inclui etapas de
condensacao.

10. Processo de acordo com as reivindicagbes 1 a 8, caracteri-
zado pelo fato de que no qual a modificacdo € uma interesterificacéo.

11. Processo de acordo com as reivindicagbes 1 a 8, caracteri-
zado pelo fato de que no qual a modificagdo € uma isomerizagao.

12. Processo de acordo com as reivindicagdes 1 a 10, caracteri-
zado pelo fato de que a enzima é uma hidrolase.

13. Processo de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado
pelo fato de que a enzima é uma lipase ou uma enzima de modificacdo de
lipidio e o substrato compreende um ou mais 6leos em bruto, um ou mais
6leos processados ou uma mistura dos mesmos.

14. Processo de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado
pelo fato de que o substrato compreende um ou mais triacilgliceridios, diacil-
gliceridios, monoacilgliceridios, fosfolipidios, acidos graxos livres, ésteres de
acidos graxos ou as misturas de dois ou mais dos mesmos.

15. Processo de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizado
pelo fato de que o substrato ainda compreende um alcool.

16. Processo de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado
pelo fato de que o alcool é selecionado a partir de: metanol, etanol, glicerol,
monopropileno glicol, etileno glicol, butano diol, eritritol, pentaeritritol, sorbi-
tol, esterdis, estandis, tocoferdis, polifendis, ésteres de tais alcodis e as mis-
turas de dois ou mais dos mesmos.

17. Processo de acordo as reivindicagbes 14 a 16, caracterizado
pelo fato de que o substrato também compreende agua.

18. Processo de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado

pelo fato de que o substrato compreende um ou mais 6leos com base em
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plantas ou fragdes de éleos com base em plantas.

19. Processo de acordo com a reivindicagdo 18, caracterizado
pelo fato de que o substrato compreende estearina de palma, éleo de coco,
6leo de babagu ou uma mistura de dois ou mais dos mesmos.

20. Processo de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizado
pelo fato de que o substrato compreende de 50% a 80% em peso de estea-
rina de palma e de 50% a 20% em peso de éleo de coco.

21. Processo de acordo com a reivindicagdo 20, caracterizado
pelo fato de que o substrato compreende de 65 a 75% em peso de estearina
de palma e de 35 a 35% em peso de dleo de coco.

22. Processo de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizado
pelo fato de que o substrato compreende de 50% a 80% em peso de estea-
rina de palma e de 50% a 20% em peso de 6leo de babacgu.

23. Processo de acordo com a reivindicagdo 22, caracterizado
pelo fato de que o substrato compreende de 60% a 70% em peso de estea-

rina de palma e de 40% a 30% em peso de 6leo de babacgu.
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RESUMO
Patente de Invengio: "PROCESSO PARA MODIFICAGAO DE UM SUBS-
TRATO".

A presente invengio refere-se a um processo para a modifica-
¢Ao de um subsirato que compreende passar o substrato através de uma
coluna de leito carregado de um volume especifico de enzima imobilizada,
em que o substrato enfra na coluna na ou proximo a uma extremidade da
coluna (a "extremidade de entrada") e o substrato medificado sai na ou pro-
ximo a extremidade oposta da coluna (a "extremidade de saida"), uma parte
do volume da enzima imobilizada é periodicamente removida na ou proximo
a extremidade de entrada da coluna, e uma parte equivalente da enzima i-
mobilizada & periodicamente adicionada na ou proximo & extremidade de

saida da coluna.
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